RNA NADOROVE VAKCINY NA BAZI DENDRITICKYCH BUNEK
RNA CANCER VACCINES BASED ON DENDRITIC CELLS

DUDOVA S.;, MICHALEK J.123, HAJEK R.134

' LABORATOR EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE A BUNECNE IMUNOTERAPIE PRI ODDELEN]{ KLINICKE
HEMATOLOGIE, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

21. DETSKA INTERNI KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

3 UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM MASARYKOVY UNIVERZITY V BRNE

4 INTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

Souhrn: V poslednich letech se objevuji nové pfistupy pro stimulaci nadorové specifické imunity s vyuZzitim dendri-
tickych bunék naloZenych nadorovymi antigeny. Dendritické butiky (DB) jsou vykonné antigen prezentujici butiky,
které maji schopnost aktivace CD4+ a CD8+ naivnich T-lymfocyti a podili se tak na vzniku priméarni imunitni odpo-
védi in vitro a in vivo. Bylo prokédzéno, Ze DB transfekované ribonukleovou kyselinou (RNA) kédujici tumor asoci-
ované antigeny nebo celkovou nddorovou RNA aktivuji T-bunécné odpovédi u riznych typi nddorové tkané. Nékte-
ré z metod se prokdzaly byt natolik Gi¢inné a bezpecné, Ze byly zahdjeny klinické zkousky I/II faze. Tento Clanek
porovnava rizné formy antigent, které mohou byt vneseny do dendritickych bunék. Dale se zaméfi na metody trans-
fekce RNA urcené pro piipravu protinidorovych vakcin a zmini nékteré z dosavadnich vysledkt klinickych studii.
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Summary: Over the last decade, new strategies for induction of tumor specific immunity using dendritic cells
loaded with tumor antigens have emerged. Dendritic cells (DCs) are potent antigen-presenting cells that have the
unique capability of activating CD4+ and CD8+ naive T lymphocytes and thus participate in the induction of pri-
mary immune response in vitro and in vivo. It was shown that DCs transfected with ribonucleic acid (RNA) coding
for a tumour-associated antigen or whole tumour RNA are able to induce T-cell responses in various tumor tis-
sues. Several approaches have proved to be successful and safe enough to lead to the initiation of clinical phase
1/2 trials. This review compares various forms of antigens that can be transferred into dendritic cells. Further-
more, it focuses on different methods of RNA transfection intended for the preparation of anticancer vaccines and

notices some recent results of clinic studies.
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1. Uvod

Pole nadorové imunoterapie se v poslednich letech rozrostlo
také o vyuZiti dendritickych bunék (DB) naloZenych nadoro-
vymi antigeny (tumor associated antigene, TAA), coZ pied-
stavuje vhodnou strategii pro vyvolani protektivni imunitni
reakce. Dendritické butiky jsou jedine¢né antigen prezentuji-
ci butiky (APB) diky své schopnosti nabidnout pohlceny
a zpracovany antigen nejen pamétovym, ale i naivnim T-lym-
focytlim, a zaroveri jsou klicovymi modulatory imunitni odpo-
védi ovliviiujici diferenciaci T-lymfocytt smérem k Th1 nebo
Th2 odpovédi (1, 2). Metody pro pfipravu protinidorovych
vakcin mohou byt rozdéleny do dvou kategorii: antigen-spe-
cifické, ve kterych nadorové antigeny byly identifikovany
a izolovany a buné¢né nebo-li antigen-nespecifické metody,
u kterych antigeny nejsou dosud znamy, ale predpoklada se
jejich pfitomnost v materidlu pouZitém pro piipravu vakciny.

2. Druhy antigent a jejich zpracovani

Antigeny mohou byt do DB dodény ve formé peptiddl, purifi-
kovanych proteint, extraktti z niddorovych bunék, apoptickych
télisek nebo nukleovych kyselin (DNA nebo RNA) (tab. 1).
Tento materidl je v kone¢né fazi dendritickou butikou rozsté-
pen na kratké oligopeptidy, které jsou poté exprimovany na
povrchu butiky ve spojeni s molekulami hlavniho histokompa-
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tibilniho komplexu (HLA) a nabidnuty receptoru T-lymfocyti
(TCR, T-cell receptor), coZ pedstavuje prvni aktivacni signdl.
DB tvofi s T-lymfocyty shluky za pfispéni riznych adheziv-
nich molekul, pfedevs§im CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-3)
a CDS58 (LFA-3), které jsou exprimované ve vysoké mife na
aktivovanych DB. Druhy signdl dileZity pro spuSténi imunit-
nf odpovédi predstavuje interakce kostimula¢nich molekul na
povrchu DB s odpovidajicimi ligandy T-bunék. Zprostfedko-
véan je povrchovymi molekulami CD80 (B7-1), CD86 (B7-2)
na povrchu DB a CD28 v membrané T-lymfocytt. Pii nedo-
state¢ném druhém signalu je indukovéna anergie T lymfocyti.
Uspé&sna vakcina by méla indukovat jak antigen-specifické
CD4+, tak CD8+ buiiky. CD4+ T-lymfocyty jsou nutné pro
vznik a udrzeni CD8+ T-bunécnych odpovédi a mohou pfimo
nebo nepiimo prispét ke zni¢eni nddorovych bunék. Vyznam-
nost CD8+ T-bunék v imunitni odpovédi spociva v inhibici
tumorového rastu a eradikaci nddorovych bunék (3). Forma,
v jaké je antigen dorucen do DB ovliviluje cestu prezentace
antigenu a jeji ac¢innost, ale také naslednou kvalitu aktivace T-
bunék (4). Je zndmo, Ze zralé DB exprimuji vyS$8i hladiny HLA
a kostimula¢nich molekul, a proto jsou schopnymi stimulato-
ry T-lymfocyti in vivo (5). Naproti tomu nezralé DB exprimu-
jinizké hladiny maturacnich markert, jejich stimulace T-bunék
neni u¢innd a tak spise tolerizuji neZ imunizuji (6). Obecné se



pro transfekci pouzivaji nezralé DB, kte-
ré jsou azZ nasledné maturovany piidinim
riznych cytokinil. Byly ov§em popsany
i postupy opacné, tj. transfekce jiz zra-
lych DB (7, 8).

2.1. Peptidové a proteinové antigeny
Bylo potvrzeno, Ze peptidem nebo prote-
inem naloZené DB jsou schopnymi
induktory antigen-specifické protinddo-
rové odpovédi nejen na zvifecich mode-
lech, ale i u onkologickych pacienti (9,
10). Strategie zaloZené na vyuZiti pepti-
di maji své nevyhody, jako jsou napfii-
klad pfechodnd prezentace antigennich
epitopit T-buiikdm kvili rychlému
odbourdvéani vytvofenych peptid/HLA
komplexti nebo variabilita vazebnych afi-
nit syntetickych peptidi. NaloZeni DB
peptidem vyZaduje aminokyselinovou
sekvenci kompatibilni s individudlnim
HLA typem pacienta (nejcastéji zastou-
peny je typ HLA-A2). Pii aplikaci nékte-
rych HIV proteind byl navic zjiStén pii-
my efekt na imunitni funkce bunék (11).
NaloZeni proteint o plné délce jako anti-
genu umoziuje vznik imunitni odpovédi
vici jeho riznym epitoptim.

Klinické odpovédi na vakciny s vyuZi-
tim protein® a peptid(i jsou minimdlni,
a pokud se objevi, obvykle nekoreluji
s velikosti méfené T-bunécné odpovédi
(12). Nizsi odpovidavost odrdzi prefe-
ren¢ni indukci T-bunék s nizkou avidi-
tou, které potom nerozeznavaji nizsi hus-
totu epitopu na nadorovych butikdch po
zpracovani endogenné exprimovaného
antigenu a souc¢asnou ztratu vysoce afin-
nich T-lymfocyti (13). U¢innost pepti-
dové strategie muaZe byt také sniZena
disociaci peptidu z molekul HLA tiidy
I nebo rychlym odbourdvénim a vymeé-
nou povrchovych molekul HLA tfidy I,
coZ usti ve zkrdcenou dobu prezentace
antigenu (14).

2.2. Nadorové buriky a extrakty

Jako antigeny mohou byt vyuZity i nado-
rové buiiky ve formé lyzatu, apoptickych
télisek ¢i flzni hybridom nddorové
a dendritické buriky. Takto pripravené
vakeiny vSak obsahuji i jiné molekuly,
které nejsou antigenni a mohou negativ-
né ovlivnitimunitni odpovéd. Dalsi pre-
kazkou muze byt zisk poZadovaného
mnoZstvi nddorovych bunék (15, 16, 17,
18, 19).

2.3. Geneticky material

Pouziti genetického materidlu (DNA
nebo RNA) umoziiuje produkci celych
proteind, které po zpracovidni mohou
poskytnout mnoZzstvi rtiznych epitopl
obou HLA tfid, I i II. Geneticky materi-
al je dostupnéjsi neZ proteiny, miZe byt
upraven pridanim dalSich sekvenci, kte-
ré zlepsuji translaci a expresi proteinu
(polyadenylace), sekvenci, které sméfu-
ji protein k poZadované HLA molekule
(signdl pro vazbu k endolysozomu

Tabulka ¢. 1. Vyhody a nevyhody antigenti vndSenych do DB

Forma antigenu Vyhody Nevyhody
Peptid/protein specificita nutnost znat HLA typ pacienta
komer¢ni vyroba rychlé odbourdvani peptid/
pfiprava vakciny proti HLA komplexit
jednomu konkrétnimu omezené mnozstvi
antigenu identifikovanych peptidii
bezpecnost a proteind
izolace a Cistota proteinti
z4visla na mnoZstvi nadorové
tkané
kratkd Zivotnost
Lyzaty nddorovych celkovy imunogenni obsahuji i neantigenni
bunék, apopticka materidl nadorové molekulty, které mohou
téliska buriky ovlivnit imunitni odpovéd
DNA snadnd priprava riziko neZadouciho zaclenéni
stabilita DNA do genomu buriky
moznost ptidani vznik senzitivity imunitnich
signdlnich sekvenci bunék vici vlastni DNA
amplifikace materidlu nizkd a¢innost trasfekce a
exprese transgenu
RNA bezpecnost citlivost
vneseni vice molekul mensi stabilita
RNA najednou kratka Zivotnost
moznost ptidani tranzientni transfekce
signdlnich sekvenci
piima translace do
proteinu v cytoplazmé
amplifikace materidlu

Tabulka €. 2. Srovnani metod transfekce RNA

Metody transfekce Vyhody Nevyhody
RNA
Virové vektory vysokd acinnost riziko rekombinace
prenosu poZadavky na vybaveni
vysokd exprese laboratore
transgenu imunodominance
riziko exprese virovych
proteint
spolu s vnaSenymi
antigeny
Kationické lipidy nendro¢nost toxicita
omezené mnozstvi
vnaSené RNA
nizka ucinnost
Pasivni transfekce nendro¢nost nizka Gcinnost
Elektroporace vysokd exprese transgenu mortalita bunék

LAMP-1, invariantni fetézec Ii) nebo
zvySuji imunogenicitu kédovanych epi-
topi (20, 21, 22).

2.3.1. Deoxyribonukleova Kkyselina
(DNA)

Pouziti deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) ma také svoje nevyhody — niZsi
ucinnost transfekce primarnich bunék
a mozny vznik stabilnich transfektant
(23). Nevirové DNA transfek¢ni metody
nejsou Gcinné, obzvlasté u nedé€licich se
bunék, protoZe do jadra, kde dochazi
k transkripci, je transportovdno pouze

omezené mnozstvi DNA (24). Pfi studiu
transfekce HeLa bunék bylo pozorova-
no, Ze 95% bunék obsahuje vnaseny plaz-
mid v cytoplazmé, ale pouze jejich ¢ast
(30%) exprimuje kodovany protein (25).

2.3.2. Ribonukleova kyselina (RNA)
Bylo zjisté€no, Ze nevirovy prenos RNA
je ve srovnani s DNA ¢innéjsi (26). Po
elektroporaci  dendritickych bunék
mRNA kédujici eGFP (enhanced green
fluorescent protein) byla nejvyssi expre-
se naméfena druhy den po transfekci
a bylo dosaZeno 76ti-ndsobné zvySeni
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flurescence, kdy 95% bunék bylo trans-
fekovano. Vysoka exprese byla zacho-
vana nejméné po pét nasledujicich dni.
Naopak pfi pouziti plazmidové eGFP
DNA bylo ziskdno pouze 15% transfe-
kovanych bun€k a 28mi-nasobny narast
fluorescence (4).

Celkova bunéénd RNA nebo mRNA
predstavuji soubor vSech genii aktudlné
exprimovanych v buiice. Dendritické
buriky transfekované jak celkovou RNA,
tak mRNA, kterd predstavuje pouze 1-
5% bunécné RNA, byly schopny vyvo-
lat tumor-specifickou odpovéd in vitro
bezrozdili v cytotoxické aktivité T-lym-
focyti (27). Transfekci RNA 1ze na roz-
dil od pouZiti DNA obejit problémy
s regulaci transkripce a RNA tak ma po
vstupu do butiky piimy pfistup k trans-
laci. Vyhodou pfi pouZiti RNA je trans-
fekce do cytoplazmy, zatimco DNA
vyZaduje pfistup piimo do jadra buiky
(4). Proklinické aplikace je pouZiti RNA
schopnosti zplisobovat permanentni
genetické zmény v hostiteli (28).

Jako dalsi vyhoda RNA metod se uvadi,
Ze do buriky miZe byt vneseno vice raz-
nych molekul mRNA najednou. Tako-
vato polyvalentni vakcina sniZuje prav-
dépodobnost tniku niddoru imunitnimu
systému a indukuje CTL odpovédi nami-
fené proti pfirozené zpracovanym a pre-
zentovanym imunodominantnim nado-
rovym antigeniim (27). Vneseni mRNA
miZe byt matura¢nim signalem pro DB,
vedouci k zvySené expresi aktivacnich
markeri CD83 a CD86, coZ je spojeno
s vyS$si schopnosti stimulace T bunék
a ziskem migra¢nich vlastnosti (29). Pri
transfekci gag mRNA z viru HIV zUsta-
vé po transfekci vétSina proteinu produ-
kovand nezralymi DB uvniti buiiky, na
rozdil od jinych linii. Intraceluldrné
vytvofeny protein je rozStépen proteazo-
movym systémem na peptidy a naloZzen
na molekuly HLA tfidy I v endoplazma-
tickém retikulu. Cést gag proteinu je
secernovana a nasledné pohlcena dend-
ritickou butikou pomoci endocytézy, coz
predstavuje zpiisob naloZeni na HLA
molekulu tfidy II. NaloZeni antigenu na
HLA molekul tfidy I'i I bylo po trans-
fekci potvrzeno aktivaci a expanzi anti-
gen-specifickych CD4+ a CD8+ T-
bunék (30).

K produkci vét§tho mnozstvi mRNA je
vhodnd metoda amplifikace pomoci PCR
pfes komplementirni DNA (cDNA)
a naslednd transkripce in vitro (31). Pro
amplifikaci byla pouZita mRNA izolova-
nd z naddorovych linii, stejné jako z pri-
marnich nadorovych bunék ziskanych
mikrodisekci (32). Nativni RNA byla
amplifikovand mRNA (27). Pfi manipu-
laci s RNA existuji i nevyhody, jako je
napiiklad jeji kratka Zivotnost a stabilita ¢i
VEtsi citlivost.

Dendritické buiiky naloZené RNA
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Tabulka ¢. 3. Sledované typy antigent transfekovanych do DB

Typy antigenu

Pouzita nadorova tkan

leaadyuicks jednoika telomerkey

melenom, deymom (4, 3]

(hTERT]
ovalbumin (VA s banes 51, 65
Adlget kirsinoermbrvondini antigen pdemakarcinom {21, 57, 61, 64§
specifickd BMA {CEAG

VEGFR-2, T, YEGF

melimom, £luénik (63

prostaticky antigen (PS4

prosiesea { 2K, 40§

suryivin AML 3T
MAGE-] Mirchodeiny myelom, melanom (20
Mlalan-A Pdelgmam ¢ 55)
B-CLL [55)
midor pra (62)
myelom (6]
Colkova BRMNA CHE (5]

uroield |l keeinom (49§

barcinom Ealuddin (52)

rendini karcinom (27, 45

kodujici velké mnoZstvi antigentl jsou
vyuzivany ke stimulaci T-buné¢nych
protinddorovych odpovédi in vitro.
CTL odpovédi byly indukoviny
z mononukledrnich bunék periferni
krve zdravych darct a pacientl s nado-
ry proti reportérovému proteinu eGFP,
riznym antigenim virového ptvodu,
jako napfiklad influenza virus matrix
protein, HPV E6 a E7, gag proteinu
HIV viru (21, 33, 34, 35), stejné jako
normdlnim omezené exprimovanym
genovym produktim, které mohou
slouZit jako nadorové antigeny — pro-
staticky antigen (PSA), telomeridzova
reverzni transkriptdza (TERT), survi-
vin, onkofetdlni antigen (OFA), karci-
noembryondlni antigen (CEA), Melan-
A (36, 37, 38, 39).

3. Metody transfekce RNA do dendri-
tickych bunék

Pro RNA transfekci se vedle virovych
vektorli pouzivaji vét§inou fyzikdlni
metody. [ kdyZ tyto nevirové metody asti
v tranzientni genovou expresi, bylo zjis-
t€no, Ze i nizké hladiny exprese antigenu
jsou dostatecné pro stimulaci T-buné¢né
odpovédi (32, 40) (Tab. 2).

3.1. Virové vektory
Antigeny mohou byt do DB vneseny

pomoci rekombinantnich virt, jako jsou
napiiklad retrovirové nebo adenovirové
vektory, vakcinia, influenza viry ¢i pox-
viry (41, 42, 43, 44). Pouziti virovych
vektord s sebou ov§em nese riziko v tom,
7Ze mohou ovliviiovat funkci DB (45).
I kdyZ je touto metodou dosahovino
vysoké exprese transgenu, piekazku
pfedstavuje pfedevSim riziko integrace
virové DNA do hostitelské buriky a také
buné¢nd imunita namitena proti virovym
proteiniim, kterd mtZe vést az k destruk-
ci geneticky modifikovanych DB
a zdvaznym toxickym vedlej$im ucin-
kim (11, 46, 47, 48).

3.2. Kationické lipidy

Jednou z moznosti naloZeni dendritic-
kych bunék RNA jsou kationické lipidy,
jako je napriklad lipofek¢ni ¢inidlo N-(1-
(2,3-dioleoyloxypropyl)-N, N, N,-trimet-
hylammonium methylsulfate (DOTAP).
Nevyhodou jsou ale jeho toxické ucinky
na dendritické buiiky a omezené mnoz-
stvi RN A, které je schopen na sebe nava-
zat. Reagencie na lipidové bazi vedou
k nizké uc¢innosti RNA transfekce do DB,
pficemzZ Gcinnost transfekce je ovlivné-
na typem pouZitého lipidu nebo pomé-
rem nukleové kyseliny k lipidim. (49,
34, 50, 37). Boczkowski a kol. transfe-
kovali mysi DB kultivované z kostni dfe-



né mRNA pro kufeci ovalbumin (OV A). Tyto buiiky byly poté
schopny stimulovat OV A-specifické cytotoxické T-lymfocy-
ty in vitro. CTL odpovédi mohou byt indukovéany celkovou
RNA, RNA transkribovanou in vitro z OVA cDNA templatu
nebo poly-A+, nikoli v8ak poly-A- frakci izolovanou z OVA-
exprimujicich bunék. Mysi po vakcinaci dendritickymi buii-
kami modifikovanymi RNA z OV A-exprimujicich EL-4 nddo-
rovych bunék byly chranény vici témto nddorovym burikam.
Pti pouziti slabé imunogenni melanomové nddorové linie
B16/F10.9 bylo u mysi vakcinovanych DC-RNA pozorovano
sniZené metastazovani v plicich (51).

Koido akolektiv sledovali imunitni odpovéd po vakcinaci DB
transfekovanymi MUC1 RNA. Byla prokdzana exprese MUC1
peptidd a kostimula¢nich molekul na bunééném povrchu. Po
injekci do baze ocdsku byly transfekované DB detekovany
v tiiselnych lymfatickych uzlinich. Vakcinace kontrolnich
mysi témito DB vedla k anti-MUC1 imunitni odpovédi vici
MUCI1-pozitivnim MC38/MUCI, ale ne MUC1-negativnim
nidorovym butikdm. Z4dn4 nebo velmi mald anti-MUC1 imu-
nita byla indukovéna s transfekovanymi DB v MUCI trans-
gennich mysich. Tato rezistence byla zvracena pfi podani trans-
fekovanych DB spolu s IL-12 (52).

Imunitni odpovéd miiZe byt indukovana i pro virové antige-
ny. DB naloZené M1 RNA (koédujici influenza virus matrix
protein) jsou schopné stimulovat M 1-specifické naivni a pamé-
tové cytotoxické T-lymfocyty. DB transfekované M1 RNA
stimuluji produkci INF-y ve vysokych koncentracich, podob-
né jako po naloZeni peptidem. Naproti tomu, DB modifikova-
né DNA stimuluji pouze malé mnoZstvi CTL produkujicich
INF-y. DB oSetfené neantigennim materidlem — GFP
RNA/lipozomy, GFP DNA/lipozomy, samotnymi lipozomy,
nebo DB ¢i CTL samotnymi neprokdzaly aktivaci odpovéd-
nych bunék (34).

Zajem védct se zamétuje také na identifikaci dalSich nadoro-
vych antigenti. Jeden z nich, survivin, patii do rodiny inhibi-
torti apoptdzy. Survivin specifické CTL lyzovaly fadu hema-
topoetickych malignich buné¢nych linii a primérni nadorové
buiiky izolované z pacientl s akutni myeloidni leukémii. Vak-
cinace mysi se survivin exprimujicimi DB méla za nésledek
dlouhodobou rezistenci po vystaveni lymfomovym buiikdm
(39). Podobné jako katalytickd podjednotka telomerdzy ma
pouZiti survivinu jako atigenu pro vakcinac¢ni tcely tu vyho-
du, Ze sniZeni exprese nebo ztrita antigenu jako mechanizmus
imunitniho uniku zabratiuje dalsi progresi nadoru (36, 39).

3.3. Pasivni transfekce

Jako dalsi zptisob vnaSeni antigeni do nezralych DB byla vyu-
Zita samotnd mRNA v mediu, tzv. pasivni transfekce, kterd je
dostate¢nd k vyvolani specifické CTL odpovédi. Pasivni trans-
fekce byla pouZita tispé$né nejenom v preklinickych, ale i kli-
nickych studiich (28, 33, 34, 36).

DB koinkubované s RNA izolovanou z rendlni nidorové tka-
né jsou schopny indukovat nddorové-specifickou T-lymfocy-
tarni odpovéd in vitro. CTL lyzuji allogeni nddorové buiiky,
ale ne allogeni buiiky normélnich tkéni. Timto zpiisobem se
podafilo pfipravit imunitni odpovéd nejen vic¢i primédrnim, ale
i metastatickym tumortim (53). Na zakladé tohoto pfistupu
byly provedeny klinické zkousky I faze, do které bylo zataze-
no 10 pacientll s rendlnimi tumory. Vakcina byla nejen bez-
pecnd, ale také schopna stimulovat expanzi tumor specifickych
polyklondlnich T-bunék u imunizovanych pacienti (29).
Imunoterapeutické pfistupy se pouzivajii v 1écbé mozkovych
tumord, i kdyZ je zde riziko vzniku experimentdlni alergické
encefalitidy (EAE) pfi pouZiti nddorového materidlu z CNS
jako zdroje antigentl. Australska skupina v ¢ele s D. A. Caru-
sem provedla klinické zkouSky I. faze podanim DB naloZe-
nych nddorovou RNA détskym pacientiim s mozkovymi niddo-
ry. U Zadného z pacientll nebyly pozorovany symptomy EAE
nebo jiné autoimunitni odpovédi. U tii ze sedmi pacientt, kte-
ti dostdvali vakcinu se objevila klinick4d odpovéd na vakcina-

ci: ujednoho ¢astec¢nd imunitni odpovéd a u dvou stabilni one-
mocnéni. Vakcinace nevyvolala robustni tumor-specifickou
imunitni odpovéd, ale zvySila bunécnou odpovéd na dalsi
nespecifické stimuly (54).

Dals$im typem nadorové tkanég, pro kterou byl vyuZit postup
ptipravy naddorové specifickych CTL je urotelidlni karcinom.
Tumor infiltrujici lymfocyty (TIL) nezabijeji autologni nddo-
rové buriky in vitro, ovSem po jednordzové aktivaci autolog-
nimi DB naloZenymi nddorovou mRNA byly TIL schopny
indukovat lyzu autolognich karcinomovych bunék. Tento
efekt nebyl pozorovén po inkubaci TIL s netransfekovany-
mi DB (55).

Dendritické buiiky pasivné transfekované mRNA kédujici pro-
staticky antigen (PSA) stimuluji CTL odpovédi, které nevy-
kazuji zkfiZenou reakci na kallikrein, protein, ktery je homo-
logni s PSA. ProtoZe u zdravych Zen nedochazi k vyznamné
PSA expresi, zatimco zdravi muZi nebo pacienti s tumorem
prostaty jsou vystaveni vy$§im hladindm cirkulujiciho PSA
proteinu, byl u téchto skupin predpokladédn rozdil ve schop-
nosti indukce CTL vi¢i PSA. Bylo ovSem potvrzeno, Ze PSA
RNA transfekované DB ze zdravych dércii, muZzi i Zen, nebo
nadorovych pacientt jsou stejné icinné ve stimulaci PSA-spe-
cifickych CTL (40).

Polyvalentni nddorové vakciny, které pouZivaji celé antigen-
ni spektrum nadorové buiiky predstavuji vyhodné;jsi terapeu-
tickou strategii pacientil s nidory neZ vakciny namifené proti
jednotlivym antigentim. I kdyZ polyklondlni CTL odpovédi
vzniklé s pouZitim RNA amplifikované z mikrodisektovanych
nadorovych bunék prostaty zahrnuji jako komponentu odpo-
véd vici prostatickym antigenim (PSA), stejné jako vici telo-
merazové reverzni transkriptize (hTERT), tumor specifické
CTL byly efektivnéjsi nez samotné PSA nebo hTERT CTL
v rozezndvani a lyze cilovych bunék. Navic CTL lyzuji neje-
nom buriky primarniho nadoru, ale i metastazy (31, 53).
Néktefi autorfi ovSem popisuji pasivni transfekce jako net-
¢innou metodu (23, 34, 51). Koinkubace DB v roztoku
s RNA vedla v téchto pfipadech k nizké expresi antigenu.
M1 mRNA naloZené a nenaloZené DB nejevily vyznamny
rozdil v cytotoxicité jimi aktivovanych CTL. Vyssi exprese
mRNA v CD34+-DB byla pozorovana pouze pfi pasivni
transfekci neantigenni eGFP mRNA. Rozdil miZe byt zpt-
soben pouZitim jinych prekurzord dendritickych bunék
andslednou kultivaci ¢i odliSnostmi ve vnaSené RNA. Moz-
nym divodem dosaZené nizké ucinnosti touto metodou je,
Ze zahrnuje prodlouZenou inkubaci labilni RNA s bunénou
kulturou, pficemZ RNA vstupujici do bunék endocytdzou
muze byt ispéSné degradovana, specidlné u nezralych dend-
ritickych bunék, které jsou zamétfené na piijem a degradaci
okolniho materidlu (4).

3.4. Elektroporace RNA

Elektroporace predstavuje fyzikalni metodu vnaseni transge-
nu, kterd vyuZziva pulzli o vysokém napéti k otevieni pori
v membriné butiky, coZ umoZiiuje priichod molekulam DNA
nebo RNA. Elektroporace nevyZaduje dalsi reagencie a miiZze
byt pouZita i pro klinické studie. Optimalizace a stanoveni
uspésnosti elektroporace je vétSinou provadéno pomoci ana-
lyzy exprese transgenu eGFP (enhanced green fuorescent pro-
tein) (56). Méfenim povrchovych markert typickych pro zra-
1¢ DB jako jsou CD83, CD80 a CD86 nebyl zjiStén vliv
elektroporace na maturaci DB ani na stimulaci T-lymfocyti
(23, 57). Elektroporace pfedstavuje u¢innéjsi postup vnaseni
antigenni RNA do DB nez pasivni transfekce Ci lipofekce (49).
Nevyhodou elektropora¢ni metody je mortalita bun¢k zpuso-
bend Spatnym uzavienim pori po aplikaci elektrického pulzu.
Pii pouZzit definovanych antigenti bylo zji$t€no, Ze DB elek-
troporované mRNA jsou efektivnéj$i ve schopnosti indukovat
antigen-specifickou CTL odpovéd in vitro nez DB naloZené
peptidy nebo dokonce DB po transdukci rekombinantnimi
virovymi vektory (21, 43, 51). Némecka skupina z Tiibinge-
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nu v Cele s Grunebachem porovnavala procenta uspésnosti
transfekce s vyuZitim mRNA pro eGFP protein u nasleduji-
cich zpisobi naloZzeni DB: elektroporace, lipofekce a na
CD71-receptor vazané dodani Ag. Elektroporace se prokdza-
la jako nejvice tcinna s 30% eGFP pozitivnich bunék, zatim-
co systém vyuZzivajici transferinovy receptor poskytoval méné
neZ 1% eGFP exprimujicich bunék. Doddnim RNA pomoci
lipozom1 bylo ziskano 17,5% eGFP pozitivnich bunék v zavis-
losti na mnoZstvi RNA. KdyzZ tyto pfistupy byly pouZity pro
transfekci DB s RNA izolovanou z eGFP exprimujici linie
rendlniho karcinomu N43 a naslednou pfipravu tumor-speci-
fickych CTL, v8echny zptsoby transfekce byly schopné navo-
dit cytotoxickou odpovéd, i kdyZ bylo pouZito malé mnoZstvi
RNA (27). Jiné skupina potvrdila srovnatelnost exprese trans-
genu po elektroporaci s transdukci retrovirovymi (RV) nebo
adenovirovymi (AdV) vektory (26).

Nicméné€ bylo prokazano, Ze antigen-specifické T-buiiky
mohou vznikat po stimulaci RNA transfekovanymi DB i kdyz
nebyla detekovédna exprese transgenu na proteinové trovni (32,
40). Niz8i koncentrace peptidd na povrchu DB po RNA trans-
fekei ve srovnani s koncentracemi dosaZenymi po exogennim
naloZeni peptidy nesniZuje tc¢innost indukce CTL a miZe
upfednostiiovat vznik vysoce afinitnich cytotoxickych lymfo-
cyth a tak ustit ve vysoce specifickou nadorovou cytotoxicitu.
Pfisrovndni mRNA a plazmidové DNA vnaSené do DB pomo-
ci elektroporace byla mRNA ucinnéji transfekovéana a s nizsi
bunécnou toxicitu neZ DNA (37). Elektroporaci 1ze dosahnout
vysoké ucinnosti s vysokymi hladinami exprese vnaSeného
genu aZ po dobu 14 dni (58). DB byly transfekovany eGFP
mRNA nebo celkovou buné¢nou RNA izolovanou z eGFP
exprimujici linie K562. I kdyZ intenzita eGFP exprese v DB
transfekovanych celkovou RNA byla niz$i ve srovnéni s expre-
si v DB transfekovanych s IVT eGFP mRNA, urcita cyto-
plazmatickd syntéza eGFP byla potvrzena v DB transfekova-
nych celkovou RNA (59).

Tuyaerts a spolupracovnici porovndvali transgenni expresi
mRNA v DB po elektroporaci a mRNA spontianné pohlcenou
DB. Vysledky prokazaly vyssi expresi mRNA u elektroporo-
vanych dendritickych buné€k, coZ se projevilo i jejich vyssi
schopnosti vyvolat antigen-specifickou T-bunécnou odpoveéd
vici antigenu (35). DB elektroporované s mRNA kddujici
Melan-A silné€ aktivovaly Melan-A-specifické cytotoxické T-
lymfocytarni klony a byly t¢innéj$i neZ DB naloZené mRNA
lipofekei nebo volné smichané s RNA (37).

U vétSiny mysich a lidskych nadort je telomerazovy ribonukleo-
vy komplex (TERT) reaktivovén, zatimco v normdlnich tkanich
je neaktivni. DB naloZené mySi TERT RNA aktivuji CTL, které
rozeznévaji myS§i melanomové a thymomové buiiky. Ve shodé
s predchazejicimi pozorovanimi bylo zjiSténo, Ze DB transfeko-
vané celkovou RNA pfipravenou z TERT-pozitivniho nddoru
poskytuji vétsi protinddorovou ochranu nezZ DB naloZené pouze
TERT RNA. TERT pravdépodobné neni imunodominantni anti-
gen u mysi (53). Naopak u lidi byla mRNA telomerdzové kata-

lytické podjednotky hTERT po elektroporaci do DB schopna
vyvolat stimulaci cytotoxickych T-lymfocyth (4).

Metoda elektroporace DB celkovou nddorovou RNA se uka-
zala jako vhodnd ke stimulaci odpovédi i vici méné imunit-
nim malignitdm, jako je napriklad rakovina prsu. CTL odpo-
védi stimulované celkovou RNA mohou mit selektivni
specifitu pro ¢4st prezentovanych peptidl, ale nerozeznavaji
vSechny epitopy exprimované na nddorové burice (60). Podob-
né bylo dosazeno CTL odpovédi i u myelomu s pouZitim linii
LP-12aU266. Milazzo a kolektiv pripravili CTL schopné lyze
t&chto linif antigen-specifickym a HLA I. tfidy omezenym zpii-
sobem. LP-1 specifické CTL neprokazovaly specificitu naidi-
otypovy protein izolovany z této linie. U myelom-asociova-
ného antigenu, mucinu 1 (MUC1) byla potvrzena specificka
reakce CTL indukovanych DB transfekovanymi RNA z U266
myelomové linie (61).

V posledni dobé se zdjem zaméfuje i na kombinaci nddoro-
vé imunoterapie a antiangiogenni terapie. Pro inhibici angi-
ogeneze byly mysi imunizovdny DB, které byly elektropo-
roviny mRNA koédujici produkty exprimované béhem
neoangiogeneze: receptor-2 pro vaskularni endotelovy riisto-
vy faktor (VEGFR-2) a Tie2, exprimované v proliferujicich
endotelovych butikdch, a vaskularni endotelovy rstovy fak-
tor (VEGF) exprimovany v angiogennim stromatu a nadoro-
vych buiikdch. Vakcinace mysi stimulovala CTL odpovédi
a vedla k ¢aste¢né inhibici angiogeneze spolu s inhibici ris-
tu tumord u naddorovych modelit B16/F10.9 melanomovych
metastiz a MBT-2 nddoru Zlu¢niku. Imunizace nddorovou
RNA (B16/F10.9 nebo MBT-2) stimuluje tumor specifickou
protektivni imunitu a takto ovliviiuje nddorové butiky pfimo,
zatimco pouZziti VEGFR-2 nebo Tie2 ovliviiuje vaskulari-
zaéni proces. Soucasné podani DB naloZenych VEGFR-2
nebo Tie2 a celkové nddorové RNA vykazovala synergistic-
ky protinddorovy efekt, ktery byl pozorovan i po spolecné
imunizaci riznymi kombinacemi definovanych tumor expri-
movanych antigenti, TERT nebo TRP-2, a VEGF nebo
VEGFR-2 (62). Nékteré z vysledki preklinickych a klinic-
kych studii jsou shrnuty v tabulce 3.

4. Zavér

Kromé alogenniho pfistupu nenasla doposud buné¢nd imuno-
terapie pevné misto v klinické praxi. Jde vSak o dynamicky se
rozvijejici perspektivni vyzkumny smér, ktery dnes nabizi Siro-
kou $kalu experimentélnich klinickych aplikaci véetné vyuZi-
ti RNA vakcin. RNA vakciny jsou bezpecné a schopné vyvo-
lat CD4+ i CD8+ imunitni odpovéd. Bude vSak nutnd dalsi
optimalizace metod vnaseni antigenniho materidlu do dendri-
tickych bunék. Jednim ze zplsobu zlepSeni imunitni odpové-
di je modifikace RNA sekvence ke zlepSeni jeji stability aicin-
nosti translace a také sekvenci, které ovliviluji zpracovéani
peptidu a tak zvySuji antigenicitu. V neposledni fadé rozvoj
modernich metod detekce imunitnich odpovédi na tyto vakci-
ny usnadni a urychli dalsi rozvoj.
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